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Summary
　　In　order　to　reveal　the　role　of　the　ATP　hydrolyzing　enzyme　in　the　mucous　membrane
of　the　frog　tongue　test　solutions　containing　ATP　were　applied　to　the　tongue　surface　of
intact　frogs．　The　ATP　of　the　solutions　was　found　to　be　hydrolyzed　proportionally　to　the
number　of　application，　indicating　that　the　active　sites　of　the　ATP　hydrolyzing　enzyme　is
exposed　in　the　oral　cavity．　Some　properties　of　the　ATP　hydrolyzing　enzyme　were　al『o
studied．
緒 言
　先に，河野と野村1）は，カエル舌背および舌下面
粘膜のホモジネートおよびその遠沈分画のATP
アーゼ活性を測定し，舌背粘膜にかなり高い
ATPアーゼ活性のあることを見出した．また，こ
のATPアーゼ活性を組織化学的に調べた結果，
活性は茸状乳頭および糸状乳頭表層にあることが
確かめられた1）．
　口腔粘膜にボスファターゼ活性のあることは，
ヒトおよび哺乳動物で報告されているが2’“7），これ
らホスファターゼの活性基が口腔側に面している
かどうかについての検討はなされていない．Dur・
ban＆Kircher8）は，カエルの単離iした胃のintact
mucosaを用いてp一ニトロフェニルポスファ
ターゼ活性を調べ，胃腔側に与えたp一ニトロフェ
ニルリン酸が分解されp一ニトロフェノールとリ
ン酸とになるが，その大部分が胃腔側に残ること
を示した．そこで，カエル舌背粘膜ATPアーゼの
活性基が口腔側に面しているならぽ，舌背表面に
与えたATPは分解され，口腔側に残るであろう
と考え，ATPアーゼ基質溶液を生きているカエ
ルの舌背にかけ，回収される溶液中のATPが分
解されているかどうかを調べた．
材料と方法
（1986年7月2日受理）
実験に用いた材料は生きているウシガエル
（Rana　catesbeinna，体重200～250　g）の舌であ
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る．脳および脊髄を針で破壊したのち，カエルを
図1に示す標本台上に背位に置き，舌を引出し，
台上に拡げてピンで固定した．この舌表面に
ATPアーゼ基質溶液6mlを5回反復して流す
ことによって反応を行った．
　実験に用いたATPアーゼ基質溶液は前回1｝用
いたものと同様で，40mMトリスーマレィン酸緩
衝液（pH7．0），60　mM　NaCl，2mM　Na2ATP，
1mMウワ・ミイン，5mM　CaCl2である．なお，
ウワバインはNa，　K・ATPアーゼ活性を阻害する
ため加えた．反応後回収した溶液はその後の非酵
素的分解を抑制するため直ちに氷冷した．次ぎの
反応は舌を5分間リンガー液でよく洗浄したのち
行った．実験温度および反応溶液の温度は室温
（20～24℃）である．
　ATPアーゼ活性の測定方法も前回1）と同様で
ある．溶液中の遊離無機リン酸（Pi）量をFiske・
Subbarow9）法で定量し，回収した溶液中の無機リ
ン酸量から非酵素的分解による無機リン酸量を差
し引くことによって酵素活性を求めた．この場合
の非酵素的無機リン酸量とは放置液中の無機リン
酸量および粘液由来の無機リン酸量（基質を含ま
ない溶液を舌にかけて回収した溶液中の無機リン
酸量）である．
　Ca－ATPアーゼ活性は，　Caイオンを含む溶液
における無機リン酸量からCaイオンを含まない
溶液における無機リソ酸量を差し引いたものとし　　12
た．
　無機リン酸量測定に際しては，毎回10μg／m1標　　10
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Table　L　Reletionship　between　the　amount　of
　　　　reaction　product　and　the　nurnber　of
　　　　application　of　the　test　solution．
回 全Pi量放置液Pi量 粘液由来Pi量 酵素活性ﾉよるPi量
1 2．13 1．04 1．73 一〇．64
2 2．97 1．06 1．65 0．26
A 3 4．02 1．09 1．73 1．20
4 4．83 1．14 1．69 2．00
5 5．37 1．23 1．78 2．36
1 2．64 0．74 1．41 0．49
2 3．60 0．74 1．43 1．42
B 3 4．59 0．76 1．52 2．32
4 5．35 0．88 1．40 3．08
5 6．13 0．92 1．43 3．88
1 2．49 0．73 1．55 0．21
2 3．92 0．78 1．50 1．65
C 3 5．32 0．86 1．62 2．85
4 6．71 0．87 1．54 4．29
5 7．53 0．89 1．62 5．02
1 2．66 0．74 2．21 一〇．29
2 4．74 0．83 2．11 1．80
3 6．33 0．83 2．33 3．17
D 5 9．55 0．83 2．50 6．22
7 12．09 0．87 2．44 8．78
9 14．57 0．87 2．53 11．17
10 15．98 0．87 2．48 12．53
0
D
（単位：μgPi／mの
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Fig．1．　Apparatus　for　collecting　test　solutions
　　　apPlied　to　the　to㎎ue．
　　12345678910　　 　　Number　of　apPlication
Fig．2．　Relationship　between　the　amount　of
　　　reaction　product（inorganic　phosphate，
　　　Pi）and　the　number　of　application　of
　　　the　test　solution．　This　figure　was　con’
　　　structed　from　the　data　shown　in　Table
　　　1．
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果
1．表層ATPアーゼ活性測定方法の検討
　生体の粘膜を用いた酵素活性測定では，実験結
果の再現性がよくない可能性があるので，まずそ
の点を検討したところ，極めて再現性のよいこと
が分かった．表1および図2は，4匹のウシガエ
ルを用いてATP基質溶液を与えたときの，溶液
をかけた回数と反応溶液中に生成された無機リソ
酸量との関係を示す．この実験では，最初36mlの
基質溶液を準備し，1回かけるごとに2mlを測
定用に回収し，2回目は残りの34ml，3回目はさ
らにその残りの32mlをかけるようにしたもので
ある．酵素活性によって生成された無機リン酸量
は，回収された反応溶液中の全無機リン酸量から
放置液中の無機リン酸量および粘液由来の無機リ
ン酸量を差し引いたものである．酵素活性によっ
て生成される無機リン酸量が，かけた回数にほぼ
正比例して増加していることが分かる．この実験
結果は，生体の舌を用いても定量的酵素活性測定
が可能なことを示している．
2．ATP分解速度とATP濃度との関係
　図3は，至適基質濃度を調べるために行った実
験結果を示す．図中の各点と縦棒はそれぞれ5例
の平均値と標準誤差を示す．10mM　CaC】2存在下
では，0．2mMから5mMの範囲でATP濃度に
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Fig．3．　Effect　of　substrate　concentration　on・
　　　ATPase　activity．　The　activity　was
　　　shown　by　the　relative　amount　of　reac’
　　　tion　product　to　that　obtained　in　2mM
　　　ATP　solution．　Each　value　indicates
　　　the　mean　and　the　stadard　error．
ほぼ直線的に生成無機リン酸量（ただし，各カエ
ルで生成量が異かるので，ATP　2　mMで求まっ
た値を1とし，相対的値として求めた．）が増大し
ているのが分かる．そこで，以下の実験では，基
質（ATP）標準濃度は2mMとした．
　図3に示したごとく，カエル舌背の表層ATP
アーゼ活性はCaイオソが存在しなくてもかなり
高いが，Caイオンの存在によって顕著に増大し
た．このことは，カエル舌背の表層ATPアーゼ活
性がおもにCaイオン依存性ATPアーゼの活性
によることを示唆する．（溶液中にCaイオンが存
在しなくてもかなり高いATPアーゼ活性がみら
れているが，このことは必ずしもCaイオン依存
性ATPアーゼ以外のATPアーゼが存在するこ
とを意味しない．なぜならば，カエル舌からは絶
えず粘液が分泌され，その粘液にはかなりのCa
イオンが含まれていると考えられるからである．）
なお，ATPの自然分解がCaイオンによって促進
されるごとはなかった．
　図4は，図3の10mM　CaCl2存在下のATP
アーゼ活性を示したデータを基にして描いた
Lineweaver・Burkプロットである．このプロット
から求めたMichaelis定数（Km）は4．0×10－‘M
であった．
2．ATP分解速度に及ぼすCaおよびMgイオン
の影響
　図5は，CaCl2濃度を0．2～10　mMの範囲で変
化させたときのATPアーゼ活性の変化を調べた
結果を示す．図5のグラフ内の各点は，3～5例
一3－2－3012345　　　　　　　　1／S（MM－i）
Fig．4．　Lineweaver・Burk　plot　of　the　curve
　　　shown　in　Fig．3．
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の平均値と標準誤差である．基質濃度を2mMと
したとき，CaCl2は2mM以上必要であることが
分かる．
　図6は，このグラフからCaCl2の見掛け上の
Michaelis定数（Km）を求めるために描いた
Lineweaver・Burkプロットである．このプロット
から求めた見掛け上のKmは，5．0×10－4Mであ
る．
　図7は，CaC12の代りにMgCl2を加えてMgイ
オンの影響を調べた3例の結果をグラフにしたも
のである．見掛け上のKmは8．0×10－4Mである
（図8）．Mgイオンがあれぽ，　Caイオンなしでも
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活性のみられることから，カエル舌表層ATP
アーゼはCa　or　Mg・ATPアーゼであることが示
唆される．
3．基質特異性
　図9は，それぞれ4例について基質特異性を調
べた実験結果を示す．実験に用いた基質は，ATP，
UTP，　GTP，　ITP，　CTP，　ADPおよびAMPで，
2mM　ATPにおける活性を1としてグラフを描
いてある．AMPを除き，調べた基質全部がほぼ同
程度に分解されていることが分かる．すなわち，
ヵエル舌表層ATPアーゼは基質特異性の極めて
弱いATPアーゼであることが分かる．
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Fig．6．　Lineweaver・Burk　plot　of　the　curve
　　　shown　in　Fig．5．
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Fig．7．　Effect　of　MgC12　concentration　on
　　　ATPase　activity．
一3－2－1012345　　　　　　　　1／S（mM－i）
Fig．8．　Lineweaver・Burk　plot　of　the　curve
　　　shown　in　Fig．7．
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　図10は，図9のグラフのLineweaver－Burkプ
ロットである．このプロットから求めた見掛け上
のKmは，　ATP　2．0×10－4M，　CTP　5．3×－4M，
UTP　6．1×10－4M，　ITP　8．0×10－4M，　GTP
15．4×10－－4M，　ADP　11．2×10－4M，　GTP　15，4×
10－4Mであり，　ATPに対する親和性がもっとも
高い．
4．至適pH
　トリスーマレイン酸およびトリスー塩酸緩衝液
を用いて基質溶液のpHを4．9と9．9の範囲で変化
させ，舌表層ATPアーゼ活性を調べたところ，活
性の見られたのはpH8．6まででpH9．0では活性
が認められなかった．
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Fig．9．　Substrate　specificity　of　the　enzyme．
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Fig．10．　Lineweaver・Burk　plots　of　the　curves
　　　　shown　in　Fig．9．
5．ATPアーゼ阻害剤の効果
　Ca依存性ATPアーゼにはいくつかの種類が
あり，阻害剤の抑制効果もそれぞれに異なること
が報告されている．そこで，赤血球膜のCaイオン
能動輸送ATPアーゼの抑制剤であるルテニュー
ム赤10）およびNEMii｝の抑制効果を調べたが，ル
テニューム赤は1mMにおいて，　NEMは10　mM
においてほとんど抑制効果が認められなかった．
考 察
　本研究において，前報1）で示したカエル舌背粘
膜ホモジネートに存在するATPアーゼ活性は，
舌背粘膜の糸状および茸状乳頭上皮に存在して，
活性基を口腔側に向けていることが示された．古
くから，舌粘膜上皮に表在性ホスファターゼの存
在することは組織化学的研究から分かっている
が，ATPアーゼ活性についてはヒト胎児で
Latalski5｝が報告しているだけである．例えば，
Itoizら4）は，マウス，ハムスター，モルモット，ブ
タ，イヌ，ネコおよびヒトの舌粘膜のアルカリ性
ホスファターゼ，中性ホスファターゼ，酸性ホス
ファターゼ，ATPアーゼ，5Lヌクレオチダーゼ
およびエステラーゼ活性を組織化学的に調べてい
るが，舌背表層における活性は，アルカリ性ホス
ファ．ターゼ活性がイヌとネコで，5’一ヌクレオチ
ダーゼ活性がマウス，イヌおよびヒトで，中性ホ
スファターゼ，酸性ホスファターゼおよびエステ
ラーゼ活性がほとんどすべての動物で見られるも
のの，ATPアーゼ活性はどの動物においても味
蕾を除いて検出できなかったと報告している．同
様な報告はラットについてSjogren一派6’7）が，ネ
コについてKagawa＆Osanai2’3）も行っている．
そこで，本研究で見出されたATPアーゼ活性が，
他のホスファターゼ，特にアルカリ性ボスファ
ターゼ活性に基いているのではないかという可能
性が考えられるが，上述のごとく，アルカリ性ホ
スファターゼ活性が強く検出されてもATPアー
ゼ活性は検出できなかったという点からこの可能
性は一応否定できる．ただ，カエルのアルカリ性
ホスファターゼは哺乳類のアルカリ性ボスファ
ターゼと異なり，ATPを分解できるのではない
かという可能性が残るが，われわれの行った別の
研究の結果12）はこの可能性を否定している．また，
上述したごとく，pH　9以上でATPアーゼ活性が
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示されなかった点もこのことを支持している．
　現在のところ，カエル舌粘膜の表層ATPアー
ゼの役割については，文献的にも取上げるべき見
解が見当たらず，まったく分からない状態にある．
この点は，今後の研究の成果を待ちたい．
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